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Исследовано влияние величины выборки на результаты оценок генетического разнообра- 
зия популяций сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) по изменчивости 12 полиморф- 
ных локусов изоферментов и четырех микросателлитных локусов (cpSSR). Установлено, 
что увеличение выборки до 100 деревьев и более на популяцию приводит к существен- 
ному увеличению показателей как аллозимного разнообразия (по числу аллелей и гено- 
типов), так и разнообразия гаплотипов хлоропластной ДНК (микросателлитных локусов 
cpSSR), к сокращению межпопуляционных генетических дистанций Nei без существен- 
ного изменения параметров, характеризующих генетическую структуру вида. Стандарт- 
ные объемы выборок позволяют адекватно оценить популяционную генетическую струк- 
туру вида, но недостаточны для изучения его внутрипопуляционного разнообразия. 


Ключевые слова: выборки, генетическое разнообразие, сосна обыкновенная (Pinus 


sylvestris L.). 


BBE/IEHHE 


Определение структуры и объема выборки 
является первым важным этапом изучения 
изменчивости живых организмов. Как из- 
вестно, для оценки внутри- и межпопуляци- 
онных различий видов выборки должны быть 
репрезентативными и включать неродствен- 
ные индивиды (Глотов, 1983; Животовский, 
1991). Отмечено, что выборка в каждой по- 
пуляции должна обеспечить анализ около 
50 геномов (для диплоидных видов древес- 
ных растений — около 25 особей) (Левонтин, 
1978; Айала, 1984; Падутов, 2001). В моле- 
кулярно-генетических исследованиях чаще 
используют выборки по 10-20 (до 30) особей 
Ha ценопопуляцию (Nei, 1978; Shurkhal et al., 
1992; Фундаментальные и прикладные про- 
блемы..., 2008 и др.). Для анализа аллозим- 
ной изменчивости отбирают по 30-50 xe- 
ревьев (Гончаренко и др., 1996; Санников и 
др., 1997; Падутов, 2001; Ларионова и др., 
2004; Политов, 2007). В конечном счете объ- 


99 


ем выборки определяется ограниченными 
возможностями исследователя, и в выборе 
между «большим числом географических 
популяций при минимально требуемой вы- 
борке в каждой» и «меньшим числом попу- 
ляций, но большей их представительностью» 
обычно предпочитают первое. При этом оче- 
видна положительная зависимость числа вы- 
являемых редких аллелей и показателей по- 
лиморфности Р (доля полиморфных локусов) 
и А (среднее число аллелей на локус) от объ- 
ема выборки. Очевидно, что аналогичная за- 
висимость должна прослеживаться и для по- 
казателей числа гаплотипов и генотипов, ко- 
торые вычисляют при оценке генетического 
разнообразия по ДНК-маркерам. Для умень- 
шения влияния объема выборки на показате- 
ли полиморфности их рассчитывают по раз- 
личным критериям в анализе частот наибо- 
лее распространенных аллелей (по 95 или 
99 % критериям). Однако эксперименталь- 
ных работ на хвойных древесных растениях 
по оценке зависимости различных показате- 
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лей генетической изменчивости от объема и 
структуры выборок не проводилось. 

В рекомендациях по статистическому 
анализу данных генетической изменчивости 
популяций отмечено, что величина выборки 
зависит от особенностей вида и изменчиво- 
сти исследуемых локусов, частоты встречае- 
мости аллелей (Шмидт, 1984; Животовский, 
1991). Например, один из основных лесооб- 
разующих видов хвойных — сосна обыкно- 
венная (Pinus sylvestris L.) — характеризуется 
высоким внутрипопуляционным генетичес- 
ким полиморфизмом: до 93-98 % изменчи- 
вости аллозимов сосредоточено внутри по- 
пуляций и лишь 2—7 % приходится на меж- 
популяционные различия (Gulberg et а|., 
1985; Семериков и др., 1993; Prus-Glowacki, 
Bernard, 1994; Гончаренко и др., 1996; Экарт 
и др., 2014). Это, а также сведения о новых 
выявляемых аллелях некоторых полиморф- 
ных локусов в отдельных популяциях, про- 
израстающих в Сибири (Тихонова, Семери- 
ков, 2010; Экарт и др., 2014), свидетельству- 
ет о необходимости уточнения величины по- 
пуляционной выборки для целей выявления 
генетической изменчивости у такого высо- 
кополиморфного вида. 

Проблема уточнения величины выборки 
для сосны обыкновенной и других видов 
хвойных актуальна в связи с планами прове- 
дения масштабного генетического монито- 
ринга разнообразия основных лесообразую- 
щих видов древесных растений и разработ- 
кой программ по сохранению их генофондов 
(Глотов, 1983; Мамаев и др., 1984; Петров, 
1987; Милютин, 1988; Гончаренко и др., 
1996; Путенихин, 2000; Тараканов и др., 
2001; Ирошников, 2002; Алтухов, 2004; Mat- 
yas et al., 2004; Allaby, 2006). В связи c оцен- 
кой внутри- и межпопуляционной изменчи- 
вости большое значение имеет также харак- 
тер размещения выборок в ареале вида (Гло- 
тов и др., 1975; Санников, Петрова, 2003; 
Eriksson et.al., 2006). Вследствие особеннос- 
тей экспериментального материала этот во- 
прос лишь отчасти рассматривается в на- 
стоящей работе. 

Цель данной работы — анализ влияния Be- 
личины выборки на результаты оценок гене- 


тического разнообразия «изолированных» 
популяций сосны обыкновенной. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


В исследование вошли данные по алло- 
зимной изменчивости сосны обыкновенной 
(Семериков и др., 1993; Тихонова, Семери- 
ков, 2010) и по изменчивости микросател- 
литных локусов хлоропластной ДНК (Семе- 
риков и др., 2014). 

Аллозимные данные получены на основе 
16 изоферментных систем, в том числе 
11 полиморфных, в 9 географических попу- 
ляциях сосны обыкновенной с Урала (Шар- 
таш), Казахстана (Щучинск), Западной (Се- 
верная Сосьва, Сухой Полуй, Малая Сосьва) 
и Средней Сибири (Шира, Минусинск, Бал- 
газын, Танзыбей) (табл. 1). Большая часть из 
них может быть отнесена к изолированным 
популяциям, отделенным от других популя- 
ций горами, степями или лесами из других 
пород. Каждая из географических популяций 
охарактеризована 2—8 выборками (всего 
1295 деревьев в 38 выборках), которые yc- 
ловно можно назвать «субпопуляциями», 
численностью по 30—60 деревьев из различ- 
ных местообитаний и/или представлявшими 
различные генерации (взрослые — подрост). 
Расстояние между субпопуляциями состав- 
ляло 0.3—12 км. 

Электрофоретический анализ изофермен- 
тов проводили в полиакриламидном геле в 
соответствии с методикой, предложенной 
А. В. Шурхалом с соавторами (Shurkhal et al., 
1992) с небольшими модификациями. В ана- 
лизе использовали следующие ферментные 
системы: 6-фосфоглюконатдегидрогеназа (6- 
PGD, Е.С. 1.1.1.44.), шикиматдегидрогеназа 
(ЭКОН, Е.С. 1.1.1.25.), глутаматоксалоаце- 
таттрансаминаза (СОТ, Е.С. 2.6.1.1.), алко- 
гольдегидрогеназа (АРн, Е.С. 1.1.1.1.), глу- 
таматдегидрогеназа (GDH, Е.С. 1.4.1.2.), 
формиатдегидрогеназа (FDH, КФ. 1.2.1.2), 
диафораза (ПІА, Е.С. 1.6.4.3), фосфоглюко- 
мутаза (РСМ, Е.С. 2.7.5.1.), флюоресцентная 
эстераза (FEST, Е.С. 3.1.1.1), супероксид- 
дисмутаза (SOD, Е.С. 1.15.1.1), сорбитолде- 
гидрогеназа (SDH, Е.С. 1.1.1.14), В-галакто- 
зидаза (B-GAL, Е.С. 3.2.1.23). Гистохимичес- 
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Таблица 1. Географическое расположение популяций СОСНЫ обыкновенной, исследованных с помощью анали- 
за хлоропластных микросателлитных локусов или аллозимного анализа 


Honan Географические координаты а Географические координаты 

с. ш. В. Д. с. ш. В. Д. 
Плесецк” 63°20' 41°05' Михайловское” 51549' 79°47' 
Апатиты” 67°36' 33°40' Новосибирск” 55°40' 84?24' 
Петербург” 59°39' 33°31' Лесосибирск” 58°27' 92°10' 
Кемь” 64°57' 34?34' Шира*” 54?25' 89°60' 
Петрозаводск” 61547" 34°16' Минусинск*” 53787" 91°38' 
Бирск” 55°20' 55?36' Танзыбей*” 53°04' 92°34' 
Семипалатинск” 49°00' 81?00' Балгазын*” 51?02' 95?03' 
Кустанай” 52?40' 62°10' Шагонар” 51531 93?14' 
Шарташ* 61217" 63°12' Иволгинск” 51548' 107?16' 
Щучинск* 52°58' 70°15' Чикой” 50°17' 107°10' 
М. Сосьва* 61°57' 59?36' H. Чикой” 51°29' 106°51' 
С. Сосьва* 63°34' 61?48' Джида” 50°31' 105°58' 
С. Полуй* 63°33' 69°02' Ульхан 1” 49°14' 112°37' 
Круглое” 51?19' 80°22' Ульхан 2” 49°14' 112°37' 
Сросты” 51°59' 81°07' Баян-Адарг” 48°33' 111?04' 
Волчиха” 52?03' 80?26' Богда-Уул” 47°49' 106°52' 
Востово” 52°07' 80°36' Хилент-Уул 1” 48°46' 111?36' 
Мамонтово” 52°42' 81°38' Биндэр” 48°39' 110°26' 
Макарово” 53?17 82°00' Баян-Ул” 49°06' 112°58' 
Крестьянка” 52°28' 81°38' Хилент-Уул 2” 48°46' 111?36' 
Барнаульское” 53?19' 83°42' Ку” 48°45' 111°36' 
Лебяжинское” 51°44' 80°52' 


Примечание. * — географические популяции для аллозимного анализа; 


анализа изменчивости хлоропластной ДНК. 


кое окрашивание гелей проводили в соответ- 
ствии с рекомендациями Л. И. Корочкина с 
соавторами (Корочкин и др., 1977). Мате- 
риалом для анализа послужила хвоя. 

Сравнивали основные показатели генети- 
ческого разнообразия отдельных выборок 
(долю полиморфных локусов — P , среднее 
число аллелей на локус — 4, эффективное 
число аллелей — Mne, ожидаемую — Н, и Ha- 
блюдаемую — Н, гетерозиготность) с объеди- 
ненными выборками, представляющими TEO- 
графические популяции. Генеральная сово- 
купность составила 1295 деревьев. 

Популяционную структуру и степень ге- 
нетической подразделенности субпопуляций 
рассматривали с помощью Е-статистик Райта 
(Wright, 1965). Соответствие наблюдаемого 
распределения генотипов ожидаемому опре- 
деляли исходя из соотношения Харди-Вайн- 
берга с помощью точного критерия (Guo, 
Thompson, 1992). Общую вероятность по 
всем популяциям и по всем локусам P, рас- 
считывали с помощью метода Фишера (Fi- 
sher, 1954) по формуле 


>> 


— географические популяции для 


n 
P --25 bg(P). (1) 
i-l 
где P;— вероятность нулевой гипотезы, полу- 
ченная для каждого локуса i. Статистика P, 
распределена в соответствии с Y? с n степе- 
нями свободы, где и — число локусов (Sokal, 
Rohlf, 1994). 

Генетическая дифференциация популяций 
оценивалась с помощью генетических дис- 
танций Nei — Ох (Nei, 1972, 1978). Мерой 
значимости различий сравниваемых выборок 
послужили ү? и f-TeCT для качественных при- 
знаков (Животовский, 1991). Для анализа 
данных использовали программы BIOSYS-2 
(Swofford, Salender, 1981). 

Генетическое разнообразие хлоропласт- 
ной ДНК изучали с помощью четырех мик- 
росателлитных локусов (cpSSR) в 38 ценопо- 
пуляциях сосны обыкновенной по всему 
ареалу вида (см. табл. 1), за исключением 
районов Якутии и Дальнего Востока. Для 
амплификации использованы 4 универсаль- 
ные для видов сем. Pinaceae пары праймеров: 
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Pt30204, Pt15169, Pt71963, Pt26081 (Ven- 
dramin et al., 1996), по комбинации аллелей 
четырех локусов определяли гаплотип особи. 
Размер выборок — 14-27 деревьев, всего 
839 деревьев. Оценивали несмещенное гап- 
лотипное разнообразие H, (Nei, 1987), нор- 
мированное на выборку размером 14-1, или 
ожидаемое число гаплотипов в выборке 
14 особей. При оценке влияния размера вы- 
борки на гаплотипное разнообразие объеди- 
нение выборок осуществлялось на географи- 
ческой основе двумя способами: 1) по иерар- 
хической схеме административный рай- 
он-эрегион-эвся исследованная часть apea- 
ла, 2) случайным образом — последователь- 
ным прибавлением по одной выборке. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 


Результаты анализа аллозимной изменчи- 
вости в популяциях сосны приведены в 
табл. 2. Как видно из таблицы, исследован- 
ные популяции характеризуются высоким 
уровнем генетического разнообразия, доля 
полиморфных локусов при Pos варьирует от 
62.5 до 68.8 %, среднее число аллелей на ло- 
кус (А) – or 2.1 до 2.5, наблюдаемая (Ho) re- 
терозиготность — от 0.214 до 0.248, ожидае- 
мая (He) гетерозиготность — от 0.218 до 0.262. 
Эффективное число аллелей (ne) изменяется 
от 1.27 до 1.33. Наибольшим числом аллелей 
отличается локус Skdh-1: 6 аллелей выявлено 
нами с использованием полиакриламидного 
геля. В литературе приводятся сведения о 
наличии 9 аллелей в этом локусе, выделен- 
ных с использованием крахмального геля 
(Ларионова, Экарт, 2010; Экарт и др., 2014). 

Особого внимания заслуживает характе- 
ристика генеральной совокупности: Р = 68.8, 
А=2.8, Н, = 0.238 и Н.= 0.247, всего выяв- 
лено 47 аллелей. В их числе 32 (68 %) общих 
для всех выборок аллелей, 15 (32 %) редких. 
При этом число обнаруженных аллелей из- 
меняется от 28 до 36 в небольших и от 33 до 
4] — в объединенных популяционных выбор- 
ках, или 70-87 % от числа аллелей в гене- 
ральной совокупности. Частота аллелей в по- 
лиморфных локусах варьирует от 0.1 до 99 %. 

Среди известных формул для расчета объ- 
ема выборки мы использовали уравнение для 


выявления аллельного разнообразия популя- 
ций, предложенное Л. А. Животовским (1991): 


_ Ша-Р) Q) 
In(1-&) ' 

где № — необходимый объем выборки, k — 
частота встречаемости аллеля а в генераль- 
ной совокупности, Р — вероятность того, что 
хотя бы одна особь с данным аллелем попа- 
дет в выборку (0.95, 0.99, 0.999). Как отмечает 
Л. А. Животовский (1991), 50—100 особей — 
это реальный технически возможный объем 
разового камерального генетического анали- 
за. Из расчета видно, что с вероятностью 
0.95 объем выборки 60-100 деревьев может 
быть достаточным для обнаружения аллелей, 
встречающихся в популяциях с частотой не 
менее 3—5 %. Объем выборки 30-40 особей 
теоретически позволяет охватить аллели с 
частотой 7-10 % и выше. Однако в связи c 
тем, что в популяциях частота признака из- 
меняется, при сравнении усредненных рас- 
четных и фактических данных обнаружено 
превышение фактической встречаемости 
редких аллелей над их расчетной частотой в 
некоторых популяциях в 1.5—3.0 раза для 
Gdh?®, Skdh-1° 1%, Agn] 7?  pgm.1055 
Dial’, Got-1 07 103088 В 1.22.0 раза реже воз- 
можного встречаются аллели Dia" Adh-29?. 
При этом превышение числа выявленных 
аллелей наблюдалось в тех выборках, где 
были образцы из разных местообитаний и 
генераций. 

Небольшие внутрипопуляционные выбор- 
ки заметно варьируют по уровню ожидаемой 
и наблюдаемой гетерозиготности. Однако 
статистически достоверные отклонения от 
равновесного распределения генотипов обна- 
ружены только в 18 из 38 стандартных выбо- 
рок по 1-3 локусам (Р < 0.05—0.000). В pe- 
зультате объединения число выборок с дос- 
товерными отклонениями составило 8 из 9 
по 1—3 локусам. 

Также уменьшилась подразделенность 
популяций внутри вида (Fs) с 3.0 до 1.5 96 
(1= 2.36; у= 20; Р< 0.001) (табл. 3). При 
оценке этого показателя по объединенным 
данным 98.5 % генетической изменчивости 
сосредоточено внутри исследуемых популя- 
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Таблица 2. Основные показатели аллозимного разнообразия популяций сосны обыкновенной 


Доля Среднее Средняя Число 
Географическая поли- гетерозиготность 

популяция и суб- морф- ра локусов 
популяция (объем | ных ло- e ожидаемая | наблюдаемая алле- с откло- 
выборки) кусов A y H, H, лей TeHOTHHOB | нением 
Ps % or X-B* 

Щучинск (278) 62.5* 2.40.4 0.235-0.052 0.229-0.052 39 58 2 

1 (49) 62.5 2.10.3 0.229=0.052 0.211+0.048 33 41 0 

2 (30) 62.5 2.0+0.3 0.229+0.050 0.221+0.048 32 37 1 

3 (49) 62.5 2.2+0.3 0.234=0.053 0.237+0.057 35 41 1 

4 (30) 62.5 2.10.3 0.269+0.060 0.267+0.064 33 41 0 

5 (30) 62.5 2.1+0.4 0.237+0.053 0.254+0.059 33 35 0 

6 (30) 62.5 2.10.3 0.222+0.052 0.211+0.053 34 39 2 

7 (30) 62.5 2.2+0.3 0.233+0.054 0.248+0.058 35 37 0 

8 (30) 62.5 2.1+0.3 0.228=0.053 0.192-0.046 33 39 1 

Полуй (60) 62.5 2.1+0.3 0.224+0.058 0.221-0.059 33 37 3 

1 (30) 62.5 2.10.3 0.231=0.059 0.236+0.063 33 35 3 

2 (30) 50.0 1.8+0.2 0.194=0.060 0.190+0.059 28 27 1 

С. Сосьва (240) 62.5 2.3+0.3 0.218=0.054 0.214+0.054 37 50 2 

1 (30) 56.3 1.9+0.3 0.184=0.056 0.179+0.056 31 31 1 

2 (30) 62.5 2.1=0.3 0.214+0.056 0.216+0.062 33 37 2 

3 (30) 62.5 2.1=0.3 0.210+0.053 0.209+0.053 32 34 1 

4 (30) 62.5 2.0+0.2 0.218=0.053 0.234+0.059 32 35 0 

5 (30) 62.5 2.1=0.3 0.240+0.059 0.223+0.056 34 41 1 

6 (30) 62.5 1.9=0.2 0.211=0.054 0.214+0.058 31 35 0 

7 (30) 62.5 2.0+0.3 0.228=0.057 0.229+0.057 32 37 1 

8 (30) 43.8 1.8+0.3 0.189+0.058 0.182+0.057 31 31 0 

М. Сосьва (113) 62.5 2.3+0.3 0.229+0.051 0.233-0.053 36 45 1 

1 (23) 62.5 2.1=0.3 0.224+0.054 0.228+0.056 33 31 0 

2 (30) 62.5 2.1+0.3 0.226+0.053 0.228+0.053 33 38 0 

3 (30) 62.5 2.1=0.3 0.244+0.054 0.270-0.074 34 39 1 

4 (30) 62.5 1.90.2 | 0.221=0.050 0.226+0.054 31 33 0 

Шарташ (120) 68.8 2.4+0.3 0.235+0.052 0.225+0.049 39 53 1 

1 (30) 62.5 2.2+0.3 0.233+0.053 0.230-0.053 34 41 0 

2 (30) 62.5 2.10.3 0.238+0.052 0.229+0.052 33 40 0 

3 (30) 68.8 2.20.3 0.230+0.052 0.204+0.048 35 39 2 

4 (30) 68.8 2.2+0.3 0.236+0.054 0.238+0.054 35 39 0 

Шира (133) 68.8 2.5+0.4 0.239-0.053 0.239+0.053 41 50 1 

1 (39) 62.5 2.3+0.3 0.246=0.054 0.242+0.053 36 39 0 

2 (47) 56.3 2.3+0.3 0.231=0.053 0.228+0.055 36 42 1 

3 (47) 56.3 2.2+0.3 0.238+0.053 0.249+0.057 35 41 0 

Балгазын (120) 62.5 2.4+0.3 0.249-0.055 0.243+0.053 39 53 3 

1 (60) 62.5 2.3+0.3 0.251+0.047 0.248+0.039 34 34 1 

2 (23) 62.5 2.1+0.3 0.206+0.057 0.174=0.061 35 46 1 

3 (37) 62.5 2.2+0.3 0.267+0.056 0.263+0.055 37 48 0 

Танзыбей (76) 62.5 2.1+0.3 0.243-0.052 0.241=0.051 34 40 0 

1 (46) 68.8 2.1+0.2 0.244=0.052 0.245+0.053 34 36 1 

2 (30) 62.5 1.9+0.2 0.237+0.051 0.234+0.049 31 35 0 

Минусинск (155) 62.5 2.3+0.3 0.262+0.056 0.248+0.054 37 50 2 

1 (50) 62.5 2.10.3 0.261=0.054 0.249+0.052 33 38 0 

2 (30) 62.5 2.0+0.2 0.262=0.055 0.247x0.054 32 39 0 

3 (43) 62.5 2.10.3 0.258+0.056 0.241+0.052 34 40 0 

4 (32) 62.5 2.1+0.3 0.2770.060 0.294+0.065 34 43 1 

Генер. (1295) 68.8 2.8+0.4 0.247-0.053 0.238-0.051 47 80 2 


Примечание. Жирным шрифтом выделены общепопуляционные выборки, *Х-В — распределение Харди- 


Вайнберга. 
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Таблица 3. Р-статистики Райта 


Локус Fi Е, Е, Fi Fi Fs 
Стандартные выборки Объединенные выборки 
6-Pgd-2 0.0442 0.0805 0.0380 0.0488 0.0714 0.0238 
Gdh —0.0585 —0.0347 0.0225 —0.0416 —0.0347 0.0066 
Skdh-1 0 .0268 0.0506 0.0245 0.0425 0.0506 0.0085 
Adh-1 0.0119 0.00503 0.0389 0.0290 0.0503 0.0220 
Adh-2 —0.0236 0.0036 0.0265 —0.0104 0.0036 0.0138 
Pgm-1 0.0260 0.0602 0.0350 0.0366 0.0602 0.0245 
Dia —0.0147 0.0173 0.0316 —0.0021 0.0173 0.0193 
Got-1 —0.0236 —0.0045 0.0187 —0.0133 —0.0045 0.0087 
Got-2 0.0041 0.0354 0.0315 0.0200 0.0354 0.0158 
Got-3 0.018 3 0.0490 0.0313 0.0382 0.0492 0.0115 
Fe-2 0.0129 0.0489 0.0365 0.0323 0.0489 0.0172 
Среднее —0.0010 0.0309 0.0299 0.0153 0.0300 0.0149 


Примечание. Fis — инбридинг особи относительно популяции, F; — инбридинг особи относительно вида, Fyr — 
инбридинг популяции относительно вида. Для 6-Рэ4-2 индексы вычисляли без учета двух выборок, для KOTO- 
рых отсутствовали данные по 6-Ре4-2, для остальных локусов и для вычисления среднего использовали все 


выборки. 


ций. Очевидно, что снижение уровня под- 
разделенности при объединении субпопуля- 
ций имеет статистическую природу и вызы- 
вается уменьшением дисперсии выборочных 
оценок частот аллелей при увеличении объ- 
ема выборок. В заключение обсуждения 
данных табл.3 отметим, что наибольший 
вклад в дифференциацию популяций по ал- 
лозимным маркерам вносят локусы 6-Pgd-2, 
Adh-1 и Pgm-1, по ним различия между попу- 
ляциями достигают 2.22.5 96. По отдельным 
локусам значения PF, варьируют от 0.7 до 
2.5 %. 

Аналогичный результат по оценке влия- 
ния объединения выборок на уровень меж- 
популяционных различий получен и в отно- 
шении генетических дистанций Nei (Nei, 
1972, 1978). При оценке различий между вы- 
борками внутри популяций их значения со- 
ставили 0.004—0.013 (по Nei, 1972) и 0.001- 
0.008 (по Nei, 1978). При попарном сравне- 
нии всех небольших выборок между собой 
эти величины варьировали в пределах 0.003— 
0.026 и 0.001—0.021 соответственно (приве- 
дены дистанции только между выборками 
разных популяций). После объединения вы- 
борок дистанции Ме! между популяциями 
сократились до 0.003-0.007 и 0.002—0.006 
соответственно. Однако характер дифферен- 
циации «изолированных» популяций на 
плоскости главных координат остался преж- 
ним (рис. 1). 


Как отмечено (Семериков и др., 2014), ра- 
нее в результате изучения генетического 
разнообразия четырех хлоропластных мик- 
росателлитных локусов (cpSSR) в 38 ценопо- 
пуляциях сосны обыкновенной выделено 
27 аллелей. Общее число выявленных гапло- 
типов составило 164. Установлено довольно 
высокое гаплотипное разнообразие (Н.) во 
всех популяциях — от 0.924 до 0.989, доля 
внутрипопуляционной изменчивости состав- 
ляет 97.9 %, межпопуляционной (Rs) — 2.1 9o. 
Средний для популяций индекс р изменя- 
ется в пределах 2.5—6.0. В целом из общего 
числа довольно часто (10 раз и более) встре- 
чаются 26 гаплотипов, реже (от 2 до 10 раз) — 
77 гаплотипов, уникальных (встречаются 
только 1 раз) было 61. В каждой из популя- 
ций обнаружено по 13—21 общему гаплотипу. 

Для регрессионного анализа зависимости 
числа обнаруженных гаплотипов маркеров 
хлоропластной ДНК от объема выборки по- 
пуляционные выборки последовательно объ- 
единяли по иерархической схеме. Их число 
возрастало от административных районов 
(2—10 выборок) к регионам (6-20 выборок), к 
российской (29 выборок) и ко всей иссле- 
дуемой части ареала (38 выборок). Как пока- 
зывает регрессионный анализ, абсолютное 
число выявленных хлоропластных гаплоти- 
пов во многом зависит от числа выборок на 
исследуемых территориях (рис. 2) — зависи- 
мость логарифмическая, с высоким коэффи- 
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Рис. 1. Распределение 28 субпопуляционных (а) и 7 популяционных (6) выборок сосны обыкновенной на плос- 
кости главных координат, рассчитанных с помощью РСА-анализа дистанций Nei (Nei, 1978). 


циентом детерминации R? = 0.97. Не менее 
тесная (R = 0.96) зависимость наблюдается 
также между числом гаплотипов и объемами 
тех же объединенных выборок. 

При случайном последовательном спосо- 
бе объединения выборок обнаружены анало- 
гичные зависимости (см. рис. 2, в, г). Проце- 
дура включала поэтапное объединение пер- 
вых двух по списку выборок и подсчет числа 
гаплотипов, затем к ним присоединялась 
третья выборка и подсчитывалось число гап- 
JIOTHIIOB H T. д. 

Для исследования высокоизменчивых 
хлоропластных маркеров, согласно получен- 
ному уравнению регрессии, анализ образцов 
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с 300 деревьев позволяет учесть более 
100 гаплотипов. Например, объединение 
двух популяционных выборок из Тувы и че- 
тырех из Красноярского края и Хакасии при- 
вело к увеличению числа гаплотипов с 33 и 
47 до 64 соответственно. В результате число 
выявленных гаплотипов для более крупных 
фрагментов ареала вида увеличилось до 26 % 
в Туве, 35 % — в Красноярском крае и Хака- 
сии (47 % — в Средней Сибири при объеди- 
нении выборок из Тувы, Хакасии и Красно- 
ярского края), 73 % — в Западной Сибири 
(12 выборок) и 53 % — на северо-западе ев- 
ропейской части ареала (6 выборок) от об- 
щего числа. В целом в российской части 
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Рис. 2. Зависимость числа выявленных хлоропластных гаплотипов (cpSSR) or числа (a, в) и объема (6, г) выбо- 
рок, анализируемая по иерархической схеме (а, ©) и последовательным прибавлением выборок (в, г). 


ареала обнаружено 152 гаплотипа (93 % от 
общего числа), в монгольской — 74 (45 %) в 
9 выборках. 

Для устранения эффекта объема выборок 
использовали не абсолютные величины, а 
стандартизированные на определенный раз- 
мер минимальной выборки, в нашем случае 
(Лебяжинское, Алтай) 14 минус один (714 –1). 
Это соответствует ожидаемому числу гапло- 
типов в выборке объемом 14 особей. Из дан- 
ного числа вычитается единица, поскольку 
при отсутствии изменчивости выявляется 
один гаплотип. Эта величина варьировала в 
более узких пределах — от 8.1 до 12.0, B 
большинстве случаев от 9.0 до 10.9, т. е. чис- 
ло гаплотипов в популяционных выборках 
составляет 62—93 % от максимально возмож- 
ного в случае (14 — 1 = 13). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Выявлена существенная взаимосвязь ме- 
жду объемом исследуемых популяционных 
выборок и показателями их генетического 
разнообразия — изменчивости аллозимов и 
хлоропластных микросателлитных локусов 
(cpSSR) ДНК. Как показывают результаты 


проведенного исследования, увеличение 
объема выборки с 30—40 до 100 деревьев и 
выше приводит к существенному росту оце- 
нок аллельного и генотипического разнообра- 
зия популяций. Внутри популяций обнаружи- 
вается до 70-87 % числа выявленных аллелей 
и до 62-93 % числа хлоропластных гаплоти- 
пов вида. Доля индивидуальной изменчиво- 
сти внутри популяций (Fst) составляет 98.5 % 
по данным аллозимного анализа и 97.9 % — по 
cpSSR, т. e. использование разных генетичес- 
ких маркеров дает близкие оценки доли по- 
пуляционного разнообразия вида. 
Необходимо отметить, что увеличение 
числа выявленных аллелей и уменьшение 
генетических дистанций Мег (Ме, 1972, 
1978) не сопровождается изменением харак- 
тера дифференциации популяций. Это сви- 
детельствует о том, что стандартные объемы 
выборок позволяют адекватно оценить попу- 
ляционную генетическую структуру вида. 
Таким образом, с учетом имеющихся све- 
дений о гено- и биогеографии этого вида 
следует признать, что для дальнейших ис- 
следований популяционной структуры сосны 
обыкновенной имеющиеся размеры выборок, 
принятые для анализа кодоминантных ядер- 
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ных маркеров и маркеров хлоропластной 
ДНК, являются приемлемыми. Для исследо- 
ваний внутрипопуляционного генетического 
разнообразия требуется принятие размера 
выборок, адекватного цели конкретного про- 
екта и, как правило, существенно превы- 
шающего установленные «стандартные» 30— 
50 особей. 

Существует еще одна проблема в иссле- 
довании популяционной структуры сосны 
обыкновенной и хвойных видов в целом — 
это произвольный отбор «популяций» для 
генетического анализа, вне связи с ланд- 
шафтно-географическими особенностями 
ареалов видов. Важность последнего отме- 
чали Л. Ф. Семериков и Н. В. Глотов (1983), 
Л. Ф. Семериков (1986), Л. А. Животовский 
(1991), С.Н. Санников и И. В. Петрова 
(2003), А. И. Видякин (2007) и др. В настоя- 
щее время решение этого вопроса (установ- 
ления популяционной географии вида) для 
активно исследуемых видов хвойных пред- 
ставляется одним из наиболее актуальных. 

Установление популяционно-географи- 
ческой структуры вида и детальный анализ 
внутрипопуляционной генетической измен- 
чивости ДНК в нескольких модельных попу- 
ляциях на выборках 300-500 деревьев по- 
могли бы пролить свет на вопрос, насколько 
разнообразие выявленных в популяциях гап- 
лотипов зависит от числа выборок (следова- 
тельно, от площади части ареала) и в какой 
степени — от их объема. Это трудоемкое и 
затратное отдельное исследование важно не 
только с методической точки зрения (в гене- 
тических исследованиях, в выборе стратегии 
сохранения генофондов видов), но и для 
лучшего понимания механизмов генетиче- 
ской адаптации видов к различным условиям 
произрастания. 
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The influence of sample size on the results of the assessments of the genetic diversity of 
populations of Scots pine on the variability of 12 polymorphic loci isoenzymes and 
4 chloroplast microsatellite loci (cpSSR). It was shown that increasing the sample size (to 
over 100 trees in the population) leads to significant increase in estimates of allozyme di- 
versity (number of alleles and genotypes) and haplotype diversity of chloroplast DNA 
(microsatellite loci cpSSR) and to the reduction of inter-population genetic distance Nei 
without significantly changing the parameters characterizing the genetic structure of the 
species. Standard sample sizes allow reliable estimation of the population genetic struc- 
ture of the species, but is not sufficient to study its intra-population diversity. 


Keywords: the sample, genetic polymorphism, Scots pine (Pinus sylvestris L.). 
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